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1 Einleitung 
Frühere Untersuchungen haben gezeigt, dass im Myokard von Kindern mit angeborenen 
Herzfehlern entzündliche Mediatoren gebildet werden. Die hämodynamische Belastung, die 
mit angeborenen Herzfehlern einhergeht, führt zu einer gesteigerten Genexpression von  
pro- und antiinflammatorischen Zytokinen, wie z.B. Interleukin (IL)-1-beta, IL-6, IL-8, IL-10 
und Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-α) {Qing, 2003}. Resultat der Synthese proinflamma-
torischer Zytokine kann eine negative Inotropie, Apoptose der Myokardzellen, Abschwächung 
der beta-Rezeptor-vermittelten Effekte und daraus resultierende Herzinsuffizienz sein 
Muller-Werdan, 1998}. 
Nur wenige Gruppen beschäftigen sich mit den zellulären Mechanismen der Herzinsuffizienz 
im Kindesalter. Aus diesem Grund stehen bisher nur in geringem Umfang systematische 
Daten über das Potential des kindlichen Myokards, inflammatorische Mediatoren zu produzie-
ren, zur Verfügung.  
Ein Ansatz, der systematische Untersuchungen zur Pathophysiologie der Herzinsuffizienz im 
Kindesalter ermöglichen würde, ist die in vitro Untersuchung von kindlichen Myokardzellen. 
Ein Modell aus kultivierten kindlichen Myokardzellen würde über das Verständnis der 
Pathophysiologie der Herzinsuffizienz im Kindesalter hinaus auch funktionelle und pharma-
kologische Tests ermöglichen.  
Das Ziel unserer Arbeit war es daher, ein Modell von kultivierten kindlichen Myokardzellen 
zu etablieren und die Reaktivität dieser Zellen auf einen standardisierten entzündlichen Stimu-
lus zu testen. 
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1.1 Allgemeine Einführung 
1.2 Humane Kardiomyozyten 
Bislang existieren nur wenige Erkenntnisse über die Isolation und Kultivierung humaner 
Kardiomyozyten {Escande, 1986; Li, 1996; Merante, 1998; Nanasi, 1993; Peeters, 1995; 
Powell, 1981; Rucker-Martin, 1993; Smith, 1992}; hierbei bezieht sich der weitaus größte 
Anteil auf die Verwendung von Tiermodellen. 
Historie 
Vor rund 85 Jahren wurde zum ersten Mal Herzgewebe kultiviert. So wurden 1912 von  
Burrows Stücke embryonaler Hühnerherzen in Kultur genommen und ein Aussprossen von  
einzelnen Zellen aus dem Gewebe beobachtet {Mitcheson, 1998}. 1955 gelang es Cavanough, 
Herzzellen aus ihrem natürlichen Gewebeverband zu lösen und als einzelne Zellen in Kultur 
zu halten. Erste Langzeitkulturen adulter Herzmuskelzellen von Säugetieren wurden in den 
80er Jahren des 20. Jahrhunderts etabliert {Li, 1996}. 
Im weiteren Verlauf gelangten zunehmend Zellkulturen von Tieren, die sowohl neonataler, 
embryonaler als auch adulter Herkunft waren, in den Blickpunkt des Interesses klinischer 
Forschung. Tierische Zellkulturmodelle wurden für Studien im Rahmen zellulärer Kardiologie 
weitläufig akzeptiert. Problem dabei war und ist, dass sich tierische Zellen grundlegend von 
kindlichen menschlichen Zellen unterscheiden {Jacobson, 1986}. 
Obwohl üblicherweise angenommen wird, dass Herzmuskelzellen mit der Geburt oder kurz 
danach ihre Fähigkeit, sich zu teilen, verlieren {Goldstein, 1974}, sind die Faktoren, welche 
die Teilung der Zellen kontrollieren, immer noch nicht verstanden. Generell wird vorausge-
setzt, dass Myokardzellen, die zur in vivo Teilung nicht mehr befähigt sind, auch ihre Fähig-
keit, in vitro zu proliferieren, verloren haben. 
Studien haben allerdings gezeigt, dass fetale Rattenmyokardzellen in vitro proliferieren und 
für die Dauer von Monaten in Kultur gehalten werden können, also lediglich ihre Fähigkeit 
zur in vivo Proliferation verloren haben. Unterstützt wird diese These durch die Identifikation 
von Faktoren, die von Nicht-Myokardzellen produziert werden und die Teilungsfähigkeit von 
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Kardiomyozyten in vivo inhibieren {Li, 1996}.Verschiedene Gruppen haben nachgewiesen, 
dass bestimmte Stimuli, wie artefizielle Infarzierung, Hypoxie, Verbrennungen und 
Aortenstenose, eine Proliferation adulter, atrialer Rattenkardiomyozyten bewirken, eine Proli-
feration ventrikulärer Zellen fand jedoch nicht statt {Rumyantsev, 1974; Rumyantsev, 1983; 
Rumyantsev, 1990; Walker, 1966}. 
1.3 Zytokine 
Zytokine sind regulatorische Polypeptide, die von nahezu allen Kernzellen synthetisiert wer-
den können. Ihre Synthese wird dabei durch Stimuli induziert und reguliert. Sie zeigen haupt-
sächlich auf hämatopoetische Zellen, aber auch auf viele andere Zelltypen, eine pleiotropische 
regulatorische Wirkung. 
Der Wirkungsmodus der Zytokine ist mannigfaltig. Sie besitzen autokrine, parakrine oder 
endokrine Eigenschaften. Sie binden an hochspezifische Rezeptoren. Ihre Wirkung besteht in 
der Regel aus einer Genexpressionveränderung in der Zielzelle. In vivo interagieren Zytokine 
in einem komplexen Netzwerk, das durch synergistische und antagonistische Wirkung 
kontrolliert wird {Muller-Werdan, 1997; Kishimoto, 1994; Loppnow, 2001}. 
1.3.1 Interleukin-1 (IL-1) 
Bei IL-1-beta handelt es sich um ein proinflammatorisches Zytokin, das von einer Vielzahl 
verschiedener Zellen, hauptsächlich von Monozyten und Makrophagen, synthetisiert wird. 
Stimuli für die Synthese von IL-1-beta sind u.a. Endotoxin, Staphylokokken-und Streptokok-
kenexotoxine sowie andere Zytokine.  
IL-1-beta ist ein Mediator der Akut-Phase-Reaktion und induziert die Synthese von Adhäsi-
onsmolekülen und von in Neutrophilen-Granula gespeicherten Mediatoren. Es besitzt prokoa-
gulative Wirkung und erhöht die Gefäßpermeabilität. 
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1.3.2 Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-α) 
TNF-α ist ein Zytokin, das hauptsächlich von Monozyten, Makrophagen und Neutrophilen, 
aber auch von Myokardzellenzellen als Reaktion auf infektiöse oder immunologische Stimuli 
gebildet wird. Potente Stimuli für die TNF-α-Synthese sind Lipopolysaccharide 
gram-negativer Bakterien {De Groote, 1992}. 
TNF-α-Rezeptoren befinden sich an der Oberfläche fast aller Zelltypen des Organismus, was 
seine ubiquitäre Wirkung erklärt. Die biologische Wirkung von TNF-α ist gut dokumentiert: 
neben der Induktion der Expression weiterer proinflammatorischer Zytokine führt TNF-α 
nach Bindung an seine Rezeptoren zur Induktion der Stickstoff-Monoxid (NO)-Synthase. Das 
induzierte NO, welches in großen Mengen intrazellulär freigesetzt wird, ist zytotoxisch. 
TNF-α hat auch einen direkten deletären Effekt auf die Zellvitalität, indem es den intrazellulä-
ren Calcium-Haushalt beeinträchtigt und den Zelltod initiiert. So ist TNF-α indirekt und 
direkt für die erhöhte Permeabilität der Zellmembran und den apoptotischen bzw. nekroti-
schen Zelltod verantwortlich {Laster, 1988}.  
Diese biologischen Effekte manifestieren sich klinisch u.a. als interstitielles Ödem bzw. als 
Zellverlust mit Organversagen. TNF-α spielt daher wahrscheinlich eine große Rolle in der 
Pathophysiologie der entzündlichen Mechanismen im Myokard von Kindern mit angeborenen 
Herzfehlern {Hennein, 1994}. 
1.3.3 Interleukin-6 (IL-6) 
IL-6 wird zwar von verschiedenen Zelltypen synthetisiert, hauptsächlich jedoch von Monozy-
ten, Makrophagen und Endothelzellen sowie von Myokardzellen. Stimuli für seine Synthese 
sind u.a. Endotoxin, T-Zell-Mitogene und Zytokine wie TNF-α und IL-1 {Hirano, 1991}. 
IL-6 weist sowohl pro- als auch anti-inflammatorische Eigenschaften auf, indem es die Syn-
these des IL-1-Rezeptor-Antagonisten (IL-1ra) und des löslichen TNF-Rezeptors induziert 
{Tilg, 1994}. IL-6 ist der Hauptregulator der Akut-Phase-Reaktion (APR) und induziert die 
Synthese von sogenannten Akut-Phase-Proteinen, wie dem C-reaktiven Protein in der Leber 
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{Heinrich, 1990}. Diese Akut-Phase-Proteine haben wiederum anti-inflammatorische Eigen-
schaften und spielen eine wichtige Rolle in der Terminierung der APR. 
IL-6 besitzt deletäre biologische Eigenschaften, wie z.B. einen negativ inotropen Effekt auf 
Myokardzellen und trägt daher, wie TNF-α, zur Myokarddysfunktion bei Kindern mit angebo-
renen Herzfehlern bei {Hövels-Gürich, 2002}. 
1.3.4 Interleukin-8 (IL-8) 
IL-8 wird als neutrophilenaktivierendes Protein bezeichnet. Synthetisiert wird es u.a. von 
Monozyten, Neutrophilen, Fibroblasten und Endothelzellen. Stimuli für seine Synthese sind 
Endotoxin, Staphylokokken-Enterotoxin, Komplementanaphylatoxine und andere pro-
inflammatorische Zytokine wie IL-1 und TNF-α {van Damme, 1991}. In einem Ischämie-
Reperfusions-Modell wurde gezeigt, dass die IL-8 Synthese durch die Kombination von 
Anoxie-Hyperoxie stimuliert wird {Metinko, 1992}. 
IL-8 bindet an spezifische Rezeptoren und induziert die Migration von Neutrophilen durch 
Chemotaxis. Es stimuliert die Synthese und Freisetzung von Neutrophilendegranulations-
produkten (u.a. Elastase, Myeloperoxidase) sowie von freien O2-Radikalen. Ferner induziert 
IL-8 die Expression von Adhäsionsmolekülen (CR1, CD11/CD18) und aktiviert die Endothel-
zellen-Leukozyten-Interaktionen. Auf diesem Weg trägt es zur erhöhten mikrovaskulären 
Permeabilität und Neutrophilenmigration in das entzündete Gewebe bei {Smith, 1991}. 
1.3.5 Produktion von Zytokinen in Herzmuskelzellen 
Frühere Arbeiten unserer Gruppe haben gezeigt, dass im Myokard von Kindern mit angebore-
nen Herzfehlern proinflammatorische Zytokine (IL-1, IL-6, IL-8, TNF-α) produziert werden 
{Qing, 2003; Hövels-Gürich, 2002}. TNF-α wird sowohl von im Herzmuskel lokalisierten 
Makrophagen als auch von Myokardzellen selber gebildet.  
Vieles spricht dafür, dass die TNF-α-Synthese und -Ausschüttung im Herzen zur kardialen 
Dysfunktion bei Herzinsuffizienz, Sepsis und ischämischen Ereignissen beiträgt {Meldrum, 
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1998}. TNF-α führt sowohl direkt als auch indirekt über die Aktivierung der induzierbaren 
Stickstoffmonoxidsythase (iNOS) zu kardial-depressiven Effekten wie zur Apoptose von 
Myokardzellen, zu negativer Inotropie und daraus resultierender Herzinsuffizienz {Muller-
Werdan, 1998; Muller-Werdan, 1997}. Für IL-6 konnte gezeigt werden, dass es sowohl in 
isolierten Herzmuskelzellen als auch in Fibroblasten gebildet wird und an Mechanismen 
beteiligt ist, die zu Myokardhypertrophie und -fibrose, aber auch zur myokardialen Zytopro-
tektion führen {Ancey, 2002}. Stimulierung von kultivierten Myokardzellen mit Endotoxinen 
und anderen Zytokinen bewirkt eine vermehrte Synthese von IL-6 in den Myokardzellen 
{Gwechenberger, 1999}. Über die Produktion von IL-1 und IL-8 in kultivierten Herzmuskel-
zellen ist bisher nur wenig bekannt. 
1.3.6 Stimulantien der Zytokinsynthese: Rolle der Lipopolysaccharide  
Bei Lipopolysacchariden (LPS) handelt es sich um Glykopeptide. Sie stellen den Haupt-
bestandteil der Außenmembran gram-negativer Bakterien dar und rufen in Säugetieren zahl-
reiche verschiedene und tiefgreifende Veränderungen hervor. Obwohl LPS nicht direkt intrin-
sisch toxisch zu sein scheinen, stimulieren sie die Freisetzung von freien Sauerstoffradikalen, 
Arachidonsäuremetaboliten sowie proinflammatorischen Zytokinen {Cowan, 2000}. 
Verabreicht man LPS an gesunde Probanden, führt dies zu verschiedenen hämodynamischen 
Reaktionen, wie sie beispielsweise auch bei der septischen Kardiomyopathie {Muller-Werdan, 
1998} und bei verschiedenen angeborenen Herzfehlern beobachtet werden. 
Die Wirkung der LPS wird vermittelt über Bindung an CD14. Der entstandene LPS-CD14-
Komplex induziert die Synthese von Zytokinen und bewirkt eine Hochregulation von Adhäsi-
onsmolekülen in verschiedenen Zelltypen {Kusunoki, 1995}, die wiederum zu einer gesteiger-
ten Anziehung neutrophiler Granulozyten und anderer entzündlicher Zellen führen.  
Im Vergleich zur Kontrollgruppe führte die Verabreichung eines Bolus Lipopolysaccharide an 
gesunde Probanden zu einem 300-fachen Anstieg der IL-6-Ausschüttung im Serum {Marsik, 
2005}. Mehrere Untersuchungen zeigten, dass während Sepsis und Endotoxinämie die  
IL-6-Produktion der Darmmukosa erhöht ist {Wang, 2000; Meyer, 1995}. Die kardial-
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depressive Wirkung des LPS wird insbesondere der Freisetzung von TNF-α und IL-1 in die 
Zirkulation zugeschrieben. 
In Studien konnte belegt werden, dass die Verabreichung von LPS an neonatale kultivierte 
Rattenkardiomyozyten in Konzentrationen von 1 - 10 µg zu einer Induktion von INOS und 
damit zu einer Erhöhung von Nitrit und IL-6 im Zellkulturüberstand führt. Hieraus resultiert 
ein charakteristisches kardiodepressives Muster: so verhindert Endotoxin den beta-Rezeptor-
vermittelten Anstieg der Herzfrequenz, führt zu einer verminderten Kontraktilität, zum Auf-
treten von Herzrhythmusstörungen und zum Zelltod {Mueller-Werdan, 1998; Cowan, 2000}. 
1.4 Einfluss der Hypothermie auf die Zytokinproduktion im Herzen 
Unsere Arbeitsgruppe hat gezeigt, dass die systemische Hypothermie mit antiinflammatori-
schen und organoprotektiven Eigenschaften verbunden ist {Qing, 2006}. 
Ob die Hypothermie, wie sie im Rahmen von Herzoperationen angewandt wird, kindliche 
Myokardzellen vor einem entzündlichen Stimulus schützen kann, ist bislang noch unklar. 
Untersuchungen, die den Einfluss von Hypothermie auf kindliche kultivierte Myokardzellen 
zeigen, existieren unseres Wissens nach nicht. Verschiedene Arbeiten beschreiben den Ein-
fluss der Temperatur während des kardiopulmonalen Bypasses auf Zytokin-Verhalten und 
Organschäden {Qing, 2001; Qing, 2006}.  
Generell wird der Hypothermie ein immunmodulatorischer Effekt in verschiedenen Organsys-
temen zugeschrieben. Hypothermie führt zu einer Abschwächung der LPS-induzierten 
Neutrophilen-Aktivation und vermindert die Zytokin-Ausschüttung durch alveoläre 
Makrophagen {Lim, 2004}. Im Gehirn führt Hypothermie zu einer Suppression der iNOS in 
mit LPS stimulierten Zellen {Gibbons, 2003}. 
Sarcia et al. zeigte in mit LPS vorbehandelten Ratten eine Abschwächung der IL-1-Produktion 
sowie eine Verstärkung der IL-10-Antwort in der Lunge nach vorangegangener Hypothermie 
{Sarcia, 2003; Scumpia, 2004}. Andere Gruppen {Taniguchi, 2003} konnten zeigen, dass 
moderate Hypothermie nach Injektion von Endotoxin in Ratten zu einer Abschwächung der 
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Zytokin-Antwort und der Produktion der Endprodukte von Stickstoffmonoxid sowie zu einer 
Senkung der Mortalität führt. 
1.5 Herzmuskelspezifische Marker 
1.5.1 Troponin 
Der Troponin-Komplex ist in der quergestreiften Muskulatur lokalisiert und besteht aus den  
3 Untereinheiten Troponin T, Troponin I und Troponin C. Durch gentechnische Untersuchun-
gen wurden 3 Troponin T-Gene identifiziert, die in gewebsspezifischer Weise exprimiert 
werden und für Troponin-Isoformen kodieren, die in Herzmuskelgewebe, aber auch in  
Skelettmuskulatur vorkommen {Townsend, 1994}. 
Das für Herzmuskelgewebe spezifische kardiale Troponin T (cTNT) existiert in 4 verschiede-
nen Isoformen (cTNT1- cTNT4) {Anderson, 1995}, die sich durch ihre Molekulargröße  
unterscheiden. Troponin T ist ein Protein, welches im Herzmuskel für die myofibrilläre  
ATPase-Aktivität von großer Bedeutung ist. Es reguliert die Muskelkontraktion in Abhängig-
keit von der intrazellulären Kalzium-Konzentration. 
1.5.2 Calsequestrin 
Calsequestrin ist ein kalziumbindendes Protein in der terminalen Zisterne des sarkoplasmati-
schen Retikulums (SR) von Muskelzellen. Es lässt sich sowohl in Skelett- als auch in Herz-
muskulatur nachweisen, wobei die beiden Isoformen sich nur durch wenige Aminosäuren 
unterscheiden und von zwei verschiedenen Genen kodiert werden. Calsequestrin bindet  
Kalzium mit hoher Kapazität und mäßiger Affinität und fungiert als kalziumspeicherndes 
Protein im Lumen des SR. Es ist über Protein-Protein-Verbindungen mit dem Ca-release-
channel protein complex des SR verbunden und spielt eine wichtige Rolle bei der kalzium-
vermittelten Herzmuskelkontraktion {Park, 1998; Yano, 1994}. 
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1.5.3 Aktin 
Aktin ist ein Protein, das in verschiedenen Isoformen existiert, die in gewebsspezifischer 
Weise exprimiert werden: zwei quergestreifte Muskel-Aktine (Herz- und Skelettmuskulatur), 
zwei Aktine für glatte Muskulatur und zwei nichtmuskuläre Aktine. In Abhängigkeit von der 
Salzkonzentration liegt es entweder als monomerisches G-Aktin oder als filamentäres F-Aktin 
vor. 
F-Aktin ist der Hauptbestandteil der dünnen Filamente in den Sarkomeren von Muskelzellen. 
Durch Bindung und Hydrolyse von ATP-Molekülen wird in Abhängigkeit von Magnesium ein 
Gleiten von Myosin entlang der Aktinfilamente hervorgerufen, ein Prozess, der zur Muskel-
kontraktion führt {Kabsch, 1992}. 
1.5.4 Myoglobin 
Myoglobin ist ein monomerisches Hämprotein, das hauptsächlich in Muskelgewebe gefunden 
wird. Seine physiologische Bedeutung liegt in der Fähigkeit, Sauerstoff an seine Hämgruppe 
zu binden und so als intrazellulärer Sauerstoffspeicher zu fungieren. Bei Unterversorgung der 
Muskulatur mit Sauerstoff kann das gebundene Sauerstoffmolekül freigesetzt werden und für 
metabolische Prozesse benutzt werden. 
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2 Zielsetzung 
Ein Ziel dieser Arbeit war es, ein Kulturmodell von Myokardzellen zu etablieren, die von 
Kindern mit kongenitalen Herzfehlern stammen. Ein weiteres Ziel war, die Reaktivität der 
kultivierten Kardiomyozyten gegenüber Kälte und einem standardisierten entzündlichen 
Stimulus anhand der ex vivo Produktion proinflammatorischer Zytokine zu untersuchen. 
Folgende Fragen sollten dabei beantwortet werden: 
- Sind Myokardzellen, die von Kindern mit kongenitalen Herzfehlern stammen, kultivierbar 
und zur ex vivo Proliferation befähigt? 
- Behalten diese kultivierten Myokardzellen ihren Phänotyp und ihre Fähigkeit, spezifische 
Proteine zu synthetisieren? 
- Sind kultivierte Myokardzellen in der Lage, auf Kälteexposition und einen standardisier-
ten entzündlichen Stimulus mit der Produktion proinflammatorischer Zytokine zu reagie-
ren? 
3 Methodik 
3.1 Patienten 
Die durchgeführte Untersuchung wurde von der Ethikkommission der RWTH Aachen 
genehmigt. Das Einverständnis der Eltern der betroffenen Kinder wurde zuvor eingeholt. 
Einbezogen wurden insgesamt 15 Kinder im Alter von 4 Tagen bis 11 Jahren mit kongenita-
len Herzfehlern, die eine Operation am offenen Herzen erforderlich machten. 
Die prä- und postoperative Betreuung erfolgte in der Klinik für Kinderkardiologie  
(ehemaliger Direktor: Univ.-Prof. Dr. G. von Bernuth). Die Herzoperation wurden in der 
Klinik für Herz-, Thorax- und Gefäßchirurgie (ehemaliger Direktor: Univ.-Prof. Dr.  
B.J. Messmer) der RWTH Aachen durchgeführt. In Tabelle 1 sind die epidemiologischen 
Daten und Diagnosen der Patienten zusammengefasst. 
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Diagnose Alter 
Ge 
schlecht 
Präoperative 
Sauerstoff-
Sättigung 
[%] 
Herzinsuffizienz / 
Zyanose 
Transposition der großen  
Gefäße, Ventrikelseptumdefekt,  
offener Ductus arteriosus 
3 Tage m 85 nein / ja 
Transposition der großen Arterien 8 Tage w 80 nein / ja 
Aortenstenose 9 Tage m 96 nein / nein 
Fallot´sche Tetralogie 3 Monate m 88,9 nein / ja 
Double outlet right ventricle,  
pulmonale Hypertonie 4 Monate m 93 ja / ja 
Truncus arteriosus 4 Monate m 89,3 ja / ja 
Ventrikelseptumdefekt 5 Monate m 93,6 ja / nein 
Ventrikelseptumdefekt,  
Pulmonalstenose, Malformation  
der Trikuspidalklappe 
10 
Monate m 93,5 nein / nein 
Aortenstenose 11 Monate w 97 nein / nein 
Univentrikuläres Herz, Pulmonal-  
und Trikuspidalklappenatresie,  
persistierendes Foramen ovale 
33 
Monate m 81 nein / ja 
Vorhofseptumdefekt 55 Monate m 94,5 nein / nein 
Double outlet right ventricle, 
Ventrikelseptumdefekt, Transposi-
tion der großen Arterien, persistie-
rendes Foramen ovale 
59  
Monate m 93,6 ja / ja 
Ventrikelseptumdefekt, partielle 
Lungenvenenfehlmündung 
67 
Monate m 97 nein / nein 
Z.n. Fallotkorrektur, RVOT- 
Obstruktion, Mitralinsuffizienz 
132 
Monate w 98 nein / nein 
Ebsteinanomalie 180 Monate w 81 ja / ja 
Tabelle 1: Epidemiologische Daten und Diagnosen der untersuchten Patienten 
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3.2 Anästhesie und operatives Vorgehen 
Vor der Operation wurden die Patienten prämediziert. Nach der Narkoseeinleitung erfolgten 
die nasotracheale Intubation und die mechanische Beatmung. Zur Einleitung und Aufrechter-
haltung der Narkose und Myoplegie wurden Diazepam, Fentanylsulfat und Pancuronium 
angewandt. Bei Einleitung der Narkose wurde allen Patienten Dexamethason (3 mg/m2)  
verabreicht. Nach medianer Sternotomie wurde das Perikard eröffnet und das Herz freipräpa-
riert, so dass der Anschluss an die Herz-Lungen-Maschine erfolgen konnte. Hierzu wurde das 
rechte Vorhofsohr ausgeklemmt und eine Tabaksbeutelnaht angelegt. Anschließend wurde der 
rechte Vorhof eröffnet und eine kleine Biopsie entnommen. Hiernach erfolgte eine Kanülisie-
rung der Aorta und der Anschluss des extrakorporalen Kreislaufes. 
3.3 Biopsieentnahme 
Die bei der Kanülierung des rechten Vorhofes anfallenden Biopsien wurden unter sterilen 
Bedingungen in einen Krebs-Ringer-Puffer (in mmol: NaCl 35; KCl 4,75; KH2PO4 1,19; 
NaH2PO4 16; NaHCO3 25; Glucose 10; Saccharose 134; HEPES 16) mit Butanedionmonoxim 
(BDM, 30 mmol), pH 7,4 überführt und anschließend im Labor weiterverarbeitet. 
3.4 Isolation und Kultivierung der Kardiomyozyten 
Die ca. 1 - 2 mm³ großen Biopsien wurden mit einem Skalpell in mehrere kleine Würfel  
geschnitten und dann bei 37° C unter kontinuierlichem Rühren in Krebs-Ringer-Puffer + 
BDM 2 x 5 min gewaschen. 
Anschließend erfolgte unter vorsichtigem Rühren über eine Dauer von 30 min eine Inkubation 
der Proben in einer Enzymlösung, bestehend aus Krebs-Ringer-Lösung ohne BDM mit 6 U/ml 
Protease 24 (Sigma, P 8038, Deisenhofen, Deutschland) und 200 U/ml Collagenase (Sigma, 
C 9263) bei 37° C im Wasserbad. 
Hiernach wurde die angedaute Gewebelösung durch ein steriles Sieb dekantiert und der 
Durchfluss verworfen. Die angedauten Gewebereste wurden mit einer sterilen Pinzette aus 
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dem Sieb entfernt und in frische Enzymlösung, bestehend aus Krebs-Ringer-Lösung mit 
400 U/ml Collagenase, überführt. Diese wurde erneut 30 min bei 37°C unter kontinuierlichem 
Rühren inkubiert, wiederum durch ein Sieb dekantiert und die Enzymlösung mit den in ihr 
enthaltenen Zellen in einem 50 ml Zellkulturröhrchen (Falcon, Becton Dickinson, Lincoln 
Park, New Jersey, USA) aufgefangen und 8 min bei 1000 Umdrehungen/min zentrifugiert.  
Der Überstand wurde abgesaugt und das Zellpellet mit 5 ml Smooth muscle cell basic Medium 
(SmbM, Bio Whittaker, San Diego, USA) mit Penicillin/Streptomycin, L-Glutamin (5 mmol), 
Insulin (10 µg/ml), 10 % FCS, Kreatin (5 mmol) und Taurin (5 mmol) resuspendiert und in 
eine Zellkulturflasche (Greiner Labortechnik, Frickenhausen, Deutschland) überführt. 
Um eine Adhärenz der Zellen zu ermöglichen, erfolgte nach der Aussaat eine 24-stündige 
Inkubation der Zellen. Die nicht adhärenten Zellen wurden anschließend im Überstand in eine 
weitere Zellkulturflasche verbracht. 
Bis zum Erreichen eines konfluenten Zell-Monolayers nach durchschnittlich 4 Wochen erfolg-
te im 48-stündigen Rhythmus eine Versorgung der Zellen mit frischem Medium. Sobald 
Konfluenz erreicht war, wurden die Zellen mit phosphate-buffered-saline (PBS) (Sigma, 
Deisenhofen, Deutschland) gewaschen, mit 2 ml Trypsin-EDTA (Bio Whittaker, San Diego, 
USA) bedeckt und 5 min im Brutschrank bei 37° C inkubiert. Die losgelösten Zellen wurden 
mit 10 ml SmbM bedeckt und die Zellkonzentration in einer Neubauer-Zählkammer be-
stimmt. 
3.4.1 Bestimmung des Phänotyps der isolierten Zellen mittels Nachweis 
von Myoglobin und alpha-sarkomerischem Aktin in der 
Immunzytologie 
Nach der ersten Passage wurden die Zellen in einer Konzentration von 10.000 Zellen/ml in  
6-Loch-Platten (Falcon, Becton Dickinson, Lincoln Park, New Jersey, USA) ausgesät und  
48 h bei 37° C im Brutschrank inkubiert. Im Anschluss erfolgte eine Spülung der Zellen mit 
PBS und eine Fixierung mit 4 % Paraformaldehyd für 20 Minuten. 
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Anschließend wurden die Zellen mit anti-Myoglobin (Fa. Dako) und anti-alpha-
sarkomerisches-Aktin-Antikörpern (Fa. Sigma) durch einstündige Inkubation bei Raumtempe-
ratur markiert. Nach weiterem 3-maligem Waschen mit PBS wurde die Sekundärfärbung mit 
Fluoreszenz-markierten Antikörpern (Fa. Dako) durchgeführt und die markierten Zellen unter 
einem UV-Licht-Mikroskop betrachtet und fotografiert. 
3.4.2 Bestimmung des Genotyps der isolierten Zellen mittels Nachweis der 
Calsequestrin-RNA bzw. Troponin-T-RNA 
Die Zellen wurden in einer Konzentration von 100.000 Zellen/3ml Medium in 6-Loch-Platten 
ausgesät und eine Woche im Brutschrank inkubiert. Anschließend wurden die Zellen mit 
endotoxinfreiem PBS gewaschen, mit Hilfe eines Zellschabers vom Boden der Platten gelöst 
und in RNAse-freie Mikroreaktionsgefäße überführt. 
Nach Lyse der Zellen erfolgte eine Isolation der Gesamt-RNA mit Hilfe des RNAeasy-mini-
Kits (Qiagen, Deutschland) und eine Umschreibung mit der Reverse-Transkriptase-Technik 
(Gene Amp PCR-core-kit, Perkin Elmer, Branchburg, New Jersey, USA) in einem Thermo-
cycler (T3 Thermocycler, Biometra) in DNA. Nach Zugabe der Primer für das herzmuskel-
zellspezifische Protein Calsequestrin bzw. Troponin T (MWG-Biotech AG) wurden die ent-
sprechenden DNA-Sequenzen in der polymerase-chain-reaction (PCR) amplifiziert. 
3.4.3 Gelelektrophorese 
Nach Herstellung eines 1,8-%igen Ethidiumbromid-haltigen Agarose-Gels wurden jeweils 
10µl DNA, vermischt mit 1,6 µl Loading Dye Solution (MBI Fermentas, Deutschland), in die 
Vertiefungen für die Proben sowie 2 µl DNA-Molekulargewichtsmarker 8 (Roche Molecular 
Biochemicals, Mannheim, Deutschland) + 8 µl Wasser + 1,6 µl Loading Dye Solution in die 
Vertiefungen für den Marker pipettiert. Anschließend wurde die DNA bei 100 V in einer 
Elektrophorese-Kammer für ca. 1h aufgetrennt und die fluoreszierenden Banden unter UV-
Licht (Gel Doc 2000, Bio Rad, München) sichtbar gemacht sowie fotografiert. 
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3.5 Ex vivo Stimulation der Kardiomyozyten 
3.5.1 Bestimmung der optimalen Endotoxinkonzentration zur 
Stimulation humaner Kardiomyozyten  
Die Kardiomyozyten wurden in der Passage 1 in drei verschiedenen Zellkonzentrationen 
ausgesät: 100.000, 200.000 und 300.000 Zellen / 3ml / Loch in 6-Loch-Platten. Nach Kultivie-
rung für 48 h erfolgte die Stimulation der Zellen mit verschiedenen LPS-Konzentrationen: 
0; 0,001; 0,01; 0,1; 1; 10 µg/ml Medium. Anschließend wurden die Zellen für 18 h bei 37° C 
im Brutschrank inkubiert.  
Nach Inkubation wurde der Zellkulturüberstand abgenommen und die Konzentration der 
Zytokine IL-1-beta, IL-6, IL-8 und TNF-α bestimmt. Die Zellen wurden mit endotoxinfreiem 
PBS gewaschen, mit Hilfe eines Zellschabers vom Boden der Platten losgelöst und in RNAse-
freie Mikroreaktionsgefäße überführt. Nach Zentrifugation bei 14.000 Umdrehungen/min 
wurde der Überstand abgesaugt und die RNA isoliert (siehe 3.4.2). 
3.5.2 Untersuchung des Einflusses der Kälte (0° C) auf die ex vivo Pro-
duktion von Zytokinen nach Stimulation mit LPS 
Die Zellen wurden auf eine Konzentration von 100.000 Zellen/3 ml Medium eingestellt, in  
6-Loch-Platten ausgesät und 7 Tage bei 37° C im Brutschrank inkubiert. 
Nach dieser Zeit wurde das Medium entfernt und durch 1,5 ml frisches Medium ersetzt. An-
schließend erfolgte eine einstündige Inkubation der Platte ohne Sauerstoff-/Kohlendioxid-
Begasung bei 4° C auf Eis im Kühlschrank. Die Kontrollplatten wurden entsprechend bei  
37° C inkubiert. Im Anschluss wurde jeweils einer Probe/Platte LPS in einer Konzentration 
von 10 µg/ml zugesetzt, während der jeweiligen Kontrollprobe auf der gleichen Platte das 
entsprechende Volumen Medium zugesetzt wurde. 
Anschließend wurden die Zellen über eine Dauer von 8 Stunden im Brutschrank inkubiert. 
Die Ernte der Zellen erfolgte nach dem in 3.4 beschriebenen Protokoll. 
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3.5.3 Zytokinbestimmung im Zellkulturüberstand 
Die Konzentrationen von IL-1-beta, IL-6, IL-8 und TNF-α wurden mit Hilfe eines kommer-
ziell erhältlichen immunenzymetrischen Tests (Biosource, Europe S.A, Nivelles, Belgien) 
gemessen. Bei dem Test handelt es sich um ein „Solid Phase Enzyme Amplified Sensitivity 
Immunoassay“ (EASIA), der in Mikrotiterplatten durchgeführt wird. Er basiert auf einem 
oligoklonalen System, wobei monoklonale Antikörper mit verschiedenen Epitopen des jewei-
ligen Zytokins reagieren, was eine hohe Sensitivität gewährleistet. 
Die Spezifität des Tests wurde seitens des Herstellers überprüft, indem eine Kreuzreaktion mit 
25 anderen Zytokinen ausgeschlossen wurde. Die Reproduzierbarkeit beträgt 95 %. Die  
Extinktion der Proben wurde mit einem ELISA-Reader (SLT Spectra, SLT Laborinstruments 
GmbH, Crailsheim, Deutschland) gemessen und die Konzentration der Zytokine in den  
Proben anhand einer Standard-Kurve errechnet. Aufgrund der hohen Konzentrationen erfolgte 
eine Vorverdünnung der Proben. 
3.5.4 Nachweis der RNA der Zytokine IL-1-beta, IL-6, IL-8 und TNF-α 
in den kultivierten und stimulierten Kardiomyozyten 
Nach Lyse der Zellen wurde die Gesamt-RNA der Zellen mit Hilfe des RNAeasy-mini-Kits 
(Qiagen, Deutschland) isoliert und mit der Reverse-Transkriptase-Technik (Gene Amp 
PCR-core-kit, Perkin Elmer, Branchburg, New Jersey, USA) in DNA in einem Thermocycler  
(T3 Thermocycler, Biometra) umgeschrieben.  
Nach Zugabe der Primer für IL-1-beta, IL-6, IL-8 und TNF-α wurden die entsprechenden 
DNA-Sequenzen in der polymerase-chain-reaction amplifiziert. Die Herstellung des Agarose-
Gels und die Gelelektrophorese erfolgte nach dem in 3.4.3 beschriebenen Protokoll.  
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3.6 Statistik 
Die Ergebnisse sind als Mittelwert ± Standardfehler des Mittelwertes (SEM) angegeben. 
Die Analyse der elektronisch verarbeiteten Daten erfolgte mit Hilfe des SPSS Programmes 
(SPSS PC, SPSS INC. Chicago, Illinois, USA). Hierbei wurde die nicht normale Verteilung 
der Daten angenommen. Des Weiteren wurden nicht parametrische Tests angewandt. Die 
Analyse von verbundenen Stichproben erfolgte mit dem Wilcoxon- Test. Korrelationen zwi-
schen zwei unabhängigen Parametern wurden anhand des Spearman Korrelations- Koeffizien-
ten ermittelt. P-Werte <0,05 wurden als signifikant gewertet.  
4 Ergebnisse 
4.1 Ergebnisse der Isolation und Kultivierung 
4.1.1. Isolation und Kultivierung der Kardiomyozyten 
Aus allen 15 Biopsien konnten Kardiomyozyten isoliert werden. Die isolierten Zellen besaßen 
eine typische längliche Form. Spontane Kontraktionen traten nicht auf. Im Laufe einiger Tage 
kam es zu einer Anheftung der Zellen an den Untergrund. Hierbei verloren die Zellen ihre 
stabartige Form, wurden flacher und bildeten Ausläufer. Die Zellen wurden bis zur ersten 
Passage in Kultur gehalten, anschließend in die jeweiligen Versuche eingesetzt und dann 
verworfen. Die durchschnittliche Kulturdauer bis zur ersten Passage betrug ca. 8 Wochen.  
4.1.2 Bestimmung des Phänotyps der isolierten Zellen mittels Nachweis 
von Myoglobin und alpha-sarkomerischem Aktin in der Immunzyto-
logie 
Die isolierten und kultivierten Zellen wiesen eine deutliche Anfärbung mit den gegen 
Myoglobin bzw. gegen alpha-sarkomerisches Aktin gerichteten Fluoreszenz-markierten Anti-
körpern auf. Die Bilder 1.1 und 1.2 zeigen mit anti-Myoglobin markierte (Bild 1.1) bzw. mit 
anti-alpha-sarkomerisches-Aktin markierte Kardiomyozyten (Bild 1.2). 
  
 
   
Seite 23 
 
 
Bild 1.1 Bild 1.2 
Bilder 1.1 und 1.2: Kultivierte kindliche Kardiomyozyten, angefärbt mit Antikörpern gegen 
Myoglobin (1.1) bzw. alpha-sarkomerisches Aktin (1.2) 
4.1.3 Bestimmung des Genotyps der isolierten Zellen mittels Nachweis der 
Calsequestrin-RNA bzw. Troponin-T-RNA 
Bei allen untersuchten Zellen wurden nach Auftrennung der DNA in der Gelelektrophorese 
deutliche Banden für die herzmuskelzellspezifischen Gene Calsequestrin und Troponin T 
nachgewiesen. Bild 2.1 zeigt Banden für Calsequestrin, Bild 2.2 für Troponin T und Bild 2.3 
für beta-Aktin (M= Marker). 
 
Bild 2.1: Calsequestrin     M 
 
 
 Bild 2.2: Troponin T      M 
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  Bild 2.3: Beta-Aktin                                    M 
Bilder 2.1 bis 2.3: Banden von Calsequestrin (2.1), Troponin (2.2) und beta-Aktin (2.3) 
 in der Gelelektrophorese 
4.2 Ergebnisse der ex vivo Stimulation der Kardiomyozyten  
4.2.1 Zytokinbestimmung im Zellkulturüberstand 
Bei den mit LPS stimulierten Proben wurde im Vergleich zu den unstimulierten Kontrollen 
ein signifikanter Anstieg der IL-6 und IL-8-Produktion sowohl bei 0° C als auch bei 37° C 
beobachtet. Des Weiteren zeigte sich ein signifikanter Unterschied in der IL-6 Produktion bei 
den bei 37° C inkubierten Proben im Vergleich zu den bei 0° C inkubierten Proben.  
Sowohl für IL-10, als auch für IL-1-beta und TNF-α lagen die Zytokin-Konzentrationen im 
Zellkulturüberstand unterhalb der Nachweisgrenze. 
In Tabelle 2 und Abbildung 1 sind die IL-6 Konzentration im Zellkulturüberstand bei 0° C 
und 37° C nach Stimulation mit LPS dargestellt. Tabelle 3 und Abbildung 2 zeigen die Kon-
zentration von IL-8 bei 0° C und bei 37° C nach Stimulation mit LPS. 
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 0° C 37° C 
Kontrolle 26240 +/- 5817 34360 + /- 7335$ 
LPS (10 µg/ml) 82227 +/- 10783* 107074 +/- 10993*$ 
Die Werte sind als Mittelwert + / - SEM angegeben 
*p < 0,0002: signifikanter Unterschied nach LPS-Stimulation im Vergleich zur Kontrolle 
$p < 0,05: signifikanter Unterschied bei 37° C im Vergleich zu 0° C 
Tab. 2: IL-6 Konzentration (pg/ml) im Zellkulturüberstand bei 0° C und 37° C  
mit und ohne Stimulation durch LPS. Untere Nachweisgrenze = 2pg/ml.  
Standardkurve von 0 - 2100 pg/ml. Aufgrund der hohen Konzentrationen  
erfolgte eine Vorverdünnung des Überstandes. 
Abb.1: IL-6-Konzentration (pg/ml) bei 0° C und 37° C mit und ohne Stimulation durch 
LPS (* p<0,0002 im Vergleich zur Kontrolle, $ p<0,05 im Vergleich zu O°C). 
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 0° C 37° C 
Kontrolle 3534 +/- 1768 3030 + /- 1632$ 
LPS (10 µg/ml) 30805 +/- 3797* 36092 +/- 4770*$ 
Die Werte sind als Mittelwert + / - SEM angegeben 
*p < 0,0002: signifikanter Unterschied nach LPS-Stimulation im Vergleich zur Kontrolle 
$p < 0,05: signifikanter Unterschied bei 37° C im Vergleich zu 0° C 
Tab. 3: IL-8 Konzentration (pg/ml) im Zellkulturüberstand bei 0° C und 37° C mit  
und ohne Stimulation durch LPS. Untere Nachweisgrenze = 0,7 pg/ml.  
Standardkurve von 0 - 750 pg/ml. Aufgrund der hohen Konzentrationen  
erfolgte eine Vorverdünnung des Überstandes. 
Abb. 2: IL-8-Konzentration (pg/ml) bei 0° C und 37° C mit und ohne Stimulation durch LPS 
(* p<0,0002 im Vergleich zur Kontrolle, $ p<0,05 im Vergleich zu O°C) 
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4.2.2 Nachweis der RNA der Zytokine IL-1-beta, IL-6, IL-8 und TNA-α in 
den kultivierten und stimulierten Kardiomyozyten 
Die Ergebnisse der Gelelektrophorese verdeutlichen, dass die Expression der Gene für IL-6 in 
den unstimulierten Zellen sehr viel schwächer ist als in den mit LPS stimulierten Zellen. Die 
Banden der stimulierten Zellen sind deutlich kräftiger als die der Kontrolle.  
Im Fall der Zytokine IL-1-beta, IL-8 und TNF-α ist in der Gelelektrophorese in den nicht-
stimulierten Zellen kaum RNA nachzuweisen, entsprechend zeigt sich hier keine Bande, 
während in den mit LPS behandelten Zellen deutliche Banden zu sehen sind. Ein Unterschied 
zwischen den beiden Temperaturen (0°C vs. 37°C) konnte in der PCR für keines der Zytokine 
nachgewiesen werden. 
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Abbildung 3 zeigt die Ergebnisse der Gelelektrophorese.  
Abb. 3: Banden der Zytokine IL-6, IL1-beta, IL-8 und TNF-α bzw. beta-Aktin in der 
 Gelelektrophorese. (Bp: Basenpaare)  
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5 Diskussion 
Frühere Arbeiten unserer Gruppe haben gezeigt, dass im Myokard von Kindern mit angebore-
nen Herzfehlern verschiedene entzündliche Prozesse ablaufen, die die Synthese und Ausschüt-
tung proinflammatorischer Zytokine beinhalten {Qing, 2003; Hövels-Gürich 2002}. Diese 
Zytokine führen über verschiedene Mechanismen zur kardialen Dysfunktion. 
Ein Modell aus Myokardzellen von Kindern mit angeborenen Herzfehlern würde weitere 
Untersuchungen der zu Grunde liegenden pathophysiologischen Mechanismen ermöglichen. 
Im weiteren Verlauf bestände anhand dieses Modells die Möglichkeit, pharmakologische 
Interventionsmöglichkeiten mit hohem Realitätsbezug zu überprüfen. Ziel dieser Arbeit war 
es daher, ein Kulturmodell aus Myokardzellen von Kindern mit angeborenen Herzfehlern zu 
etablieren und die Reaktivität der kultivierten Zellen auf einen entzündlichen Stimulus sowie 
Hypothermie anhand der Produktion proinflammatorischer Zytokine zu erfassen.  
Isolation und Kultivierung 
Lange Zeit herrschte die Meinung vor, dass Herzmuskelzellen nach einer begrenzten Anzahl 
von Teilungen aus dem Generationszyklus ausgeschlossen werden {Smith, 1992}. Daher ging 
man davon aus, dass es ab einem bestimmten Alter nicht möglich sei, humane Herzmuskelzel-
len in vitro zu vermehren. Aus diesem Grund wurde auf fetale Zellen oder Tiermodelle zu-
rückgegriffen {Claycomb, 1984; Claycomb, 1985; Mitcheson, 1998; Mitra, 1985; Nag, 1983; 
Tytgat, 1994}. 
Einige Arbeiten beschreiben eine Kultivierung humaner adulter Zellen {Smith, 1992;  
Li, 1996}, nur wenige jedoch eine Kultivierung und Proliferation kindlicher humaner Zellen 
{Li, 1996; Rücker-Martin, 1993; Merante, 1998}. Wir entwickelten daher eine Methode, 
welche die Isolation, Kultivierung und Proliferation humaner kindlicher Myokardzellen  
ermöglicht. Unsere Arbeit stützt damit die Ergebnisse der wenigen Gruppen, die bereits eine 
Teilungsfähigkeit für humane kindliche Myokardzellen beschrieben haben {Li, 1996; Meran-
te, 1998; Rücker-Martin, 1993}. 
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Der größte Teil vorangegangener Arbeiten bezieht sich jedoch auf Tiermodelle oder fetale 
Zellen. Die so gewonnenen Zellkulturen repräsentieren daher nicht die pathologischen Um-
stände, die in vivo in Herzen von Kindern mit angeborenen Herzfehlern vorherrschen. Unsere 
Zellen stammen direkt von Kindern mit angeborenen Herzfehlern und daraus resultierender 
Hypoxämie und Herzinsuffizienz und sind daher in höchstem Maße geeignet für weiterfüh-
rende in vitro Tests, wie z.B. medikamentöse Interventionsmöglichkeiten. 
Unsere Untersuchung zeigt, dass kindliche Herzmuskelzellen für die Dauer von mehreren 
Wochen in Kultur gehalten werden können, ohne dabei ihre phänotypischen und genotypi-
schen Eigenschaften zu verlieren, übereinstimmend mit Ergebnissen vorangegangener Unter-
suchungen anderer Gruppen wiesen die isolierten Zellen größtenteils eine elongierte, stabarti-
ge Form auf {Nanasi, 1993; Li, 1996}. Spontane Kontraktionen wurden nicht beobachtet. Im 
Laufe einiger Tage kam es zu einer Anheftung der Zellen an den Untergrund. Konfluenz 
wurde durchschnittlich nach einigen Wochen erreicht. Trotz mehrwöchiger Kulturdauer konn-
te die Expression der herzmuskelspezifischen Gene Calsequestrin und Troponin in der PCR 
nachgewiesen werden. Es kann somit ausgeschlossen werden, dass es sich bei den kultivierten 
Zellen um Myofibroblasten handelt. Phänotypisch konnten die Zellen durch Anfärbung mit 
Antikörpern gegen sarkomerisches Aktin und Myoglobin als Myokardzellen identifiziert 
werden. 
Unsere Arbeit belegt damit, dass humane kindliche Myokardzellen isolierbar sind und in vitro 
für mehrere Wochen kultiviert werden können, ohne dabei ihre Fähigkeit, herzmuskelspezifi-
sche Marker zu exprimieren, zu verlieren. 
Reaktivität kindlicher Myokardzellen gegenüber einem entzündlichen Stimulus  
und Hypothermie 
Die Stimulation mit LPS führte zu einem signifikanten Anstieg von IL-6 und IL-8 im Zellkul-
turüberstand, sowohl bei 37° C als auch bei 0° C. IL1-beta und TNF-α waren im Zellkultur-
überstand nicht nachweisbar, hingegen konnte für alle Zytokine eine RNA-Expression nach-
gewiesen werden. Die Banden der stimulierten Zellen waren jeweils deutlich ausgeprägter als 
die der unstimulierten Kontrollzellen, was auch auf RNA-Ebene quantitative Unterschiede in 
der Genexpression der einzelnen Zytokine belegt.  
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Die Ergebnisse bestätigen, dass LPS als standardisierter entzündlicher Stimulus zur Ge-
nexpression proinflammatorischer Zytokine in kindlichen kultivierten Myokardzellen führt, 
jedoch nur zur Freisetzung von IL- 6 und IL-8 ins Interstitium. Hierin besteht teilweise eine 
Übereinstimmung mit den Erkenntnissen anderer Gruppen, in denen sich eine Produktion 
proinflammatorischer Zytokine in Myokardzellen zeigte. Ancey et al. beschrieben 2002 eine 
Sekretion von IL-6 durch kultivierte humane Myokardzellen {Ancey, 2002}. Der weitaus 
größte Teil entsprechender Arbeiten bezieht sich jedoch wiederum auf tierische Modelle 
{Kapadia, 1995; Muller-Werdan, 1998; Wagner, 1998; Wright, 2002}.  
Grund für den fehlenden Nachweis von IL-1 und TNF-α im Zellkulturüberstand könnte eine 
nicht stattfindende Translation der RNA für IL-1 und TNF-α sein oder eine fehlende Aus-
schüttung der synthetisierten Zytokine ins Interstitium. Sowohl für TNF-α als auch für IL-1 ist 
ein posttranslationales processing beschrieben. TNF wird demnach als 26 kDa schweres  
Pro-TNF gebildet. Im Zytoplasma wird dieses durch ein TNF-converting enzyme (TACE) in 
das 17 kDa schwere Endprodukt umgewandelt. 
Ähnlich ist der Mechanismus beim IL-1, hier entsteht das Endprodukt durch Einwirkung eines 
IL-1-ß-converting enzymes. Studien haben gezeigt, dass bestimmte Stoffe, wie z.B.  
Metalloproteinsaseinhibitoren, zu einer Inhibition des von TACE getriggerten Reifungspro-
zesses führen und so die von LPS stimulierte TNF-α Ausschüttung inhibieren. Verabreichung 
dieser Inhibitoren führte zu einer Verringerung der LPS-induzierten Letalität bei Mäusen 
{Cerretti, 1992; Dinarello, 1995; Mohler, 1994}. Hier könnte ein weiterer pharmakologischer 
Ansatzpunkt der Inhibition der Zytokin-vermittelten Organ-Dysfunktion liegen. Ob einer 
dieser genannten Mechanismen in der vorliegenden Arbeit eine Rolle spielt, muss in weiter-
führenden Untersuchungen noch geklärt werden. 
Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die IL-6-Produktion bei den mit Hypothermie vorbe-
handelten Zellen sowohl bei den unstimulierten als auch bei den mit LPS behandelten Zellen 
im Vergleich zur 37°C-Gruppe signifikant niedriger war. Für IL-8 konnte dieser Unterschied 
nur in den mit LPS behandelten Zellen nachgewiesen werden. Auch hier lag die Bestimmung 
der Zytokine IL-1 und TNF-α im Zellkulturüberstand unterhalb der Nachweisgrenze, während 
RNA aller vier Zytokine in der PCR nachgewiesen wurde, jedoch ohne quantitative Unter-
schiede zu zeigen. Die Ergebnisse stimmen überein mit denen einiger Gruppen, die bereits die 
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Induktion eines antiinflammatorischen Zytokin-Profils durch Hypothermie beschrieben haben 
{Qing, 2001; Qing, 2006}, jedoch handelte es sich hierbei entweder um tierische Modelle 
{Sarcia, 2003  ¸Scumpia, 2004} oder um in vivo Studien an Kindern, die unter Hypothermie 
am Herzen operiert wurden {Seghaye 1996}. 
Unsere Arbeit zeigt erstmalig den Einfluss von Hypothermie auf die Zytokin-Produktion in 
kultivierten kindlichen Kardiomyozyten und einen Einfluss der Hypothermie in Form einer 
deutlichen Suppression der Bildung proinflammatorischer Zytokine. Dies bestätigt die Er-
kenntnisse verschiedener Arbeiten, die generell einen immunmodulatorischen Effekt der 
Hypothermie auf verschiedene Organe, wie z.B. Gehirn und Lunge, beschreiben und eröffnet 
weitere Perspektiven in der Myokardprotektion, die während herzchirurgischer Eingriffe von 
zentraler Bedeutung ist. 
Zusammenfassend konnte durch unsere Untersuchungen gezeigt werden, dass kindliche Kar-
diomyozyten auf einen standardisierten entzündlichen Stimulus mit der Bildung eines typi-
schen Zytokinprofils reagieren und dass eine Vorbehandlung der Zellen mit Hypothermie zu 
einer Abschwächung dieser Reaktion führt. 
6 Zusammenfassung 
Myokardzellen von Kindern mit angeborenen Herzfehlern können aus atrialen Biopsien iso-
liert und für die Dauer von Wochen in Kultur gehalten werden. Kultivierte Myokardzellen 
sind zur Proliferation befähigt, ohne dabei herzmuskelspezifische Fähigkeiten zu verlieren. 
Sie behalten ihre phänotypischen Merkmale in Form der Fähigkeit zur Synthese herzmuskel-
spezifischer Proteine, wie z.B. Myoglobin und sarkomerisches Aktin, sowie ihre spezifischen 
genotypischen Merkmale, wie Expression von Troponin und Calsequestrin. 
In Kultur gehaltene Myokardzellen sind in der Lage, auf LPS als entzündlichen Stimulus mit 
einer Hochregulation der Gene proinflammatorischer Zytokine zu reagieren. Hierbei besteht 
eine Diskrepanz zwischen dem Nachweis der RNA der entsprechenden Zytokine und den 
tatsächlich aus der Zelle freigesetzten Zytokinen. Grund hierfür könnte möglicherweise eine 
Inhibition des postranslational processing durch bestimmte Substanzen sein.  
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Hypothermie bewirkt in kultivierten kindlichen Kardiomyozyten eine verminderte Produktion 
proinflammatorischer Zytokine, sowohl unter Normalbedingungen als auch nach LPS-
Stimulation. Dieses Ergebnis legt einen protektiven Effekt der Hypothermie auf das Herz und 
die gesamte entzündliche Antwort nahe. Zytokinbedingte Effekte wie Herzinsuffizienz ließen 
sich wahrscheinlich hierdurch verringern. Bei Herzoperationen wird in der Regel eine kalte 
kardioplegische Lösung in das Herz gegeben mit dem Ziel, durch Herabsetzen des Metabo-
lismus eine Schutzfunktion des Organs zu erreichen. Die im Rahmen der vorliegenden Unter-
suchungen gewonnenen Daten legen nahe, dass die damit verbundene lokale Kühlung ebenso 
eine Inhibition der Produktion proinflammatorischer Zytokine bewirken könnte und so zum 
organoprotektiven Mechanismus beitragen kann. 
Unser Kulturmodell bietet die Möglichkeit, die in vivo in Herzen von Kindern mit angebore-
nen Herzfehlern ablaufenden Mechanismen wiederzuspiegeln und hat daher enorme Vorteile 
gegenüber den konventionellen fetalen oder Tiermodellen. 
Anhand des Modells besteht in Zukunft die Möglichkeit, weitere zugrunde liegende Pathome-
chanismen angeborener Herzfehler zu untersuchen und pharmakologische Interventionsansät-
ze zu erarbeiten. 
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